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門田の部分は
 バイオインフォマティクス人材育成講座

 7月：マイクロアレイ受託実験や遺伝子発現データ解析

 8月：次世代シーケンサー見学

 8月：統計解析言語Rや遺伝子発現データのクラスタリング

 第一部のねらい
 クラスタリング（やエントロピー）などのバイオインフォマティクスの基本的なスキ
ルを身につけるだけで様々な局面に応用可能であるという二つの事例を紹介す
るとともに、これらの具体的な計算例を示すことで数式アレルギー緩和に貢献

 第二部のねらい
 次世代シーケンサーのデータだって、統計解析言語Rでお手軽に解析できる

 遺伝子発現行列にしたら後は同じ

 高度なプログラミング能力がなくてもバイオインフォマティクスの世界で生存可能

 必要な情報はインターネットのみで十分（＠沖縄）
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このあたりの補講



トランスクリプトーム情報を得る手段

 光刺激前（T1）の目のトランスクリプトーム

 光刺激後（T2）の目のトランスクリプトーム
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遺伝子1 遺伝子2 遺伝子3 遺伝子4

これがいわゆる
「遺伝子発現行列」

遺伝子1 遺伝子2 遺伝子3 遺伝子4

• マイクロアレイ
• 電気泳動に基づく方法
• 配列決定に基づく方法
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マイクロアレイデータ → 遺伝子発現行列
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 光刺激前（T1）の目のトランスクリプトーム

蛍光標識

ハイブリダイゼーション
（二本鎖形成）

専用の検出器で各
遺伝子に対応する
領域の蛍光シグナ
ル強度を測定

光刺激後（T2）の目の
トランスクリプトーム

ハイブリダイゼーション
と

シグナル検出
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電気泳動データ→ 遺伝子発現行列

 ピークのアラインメントがとれている ＝ 遺伝子発現行列を作れている

serial



塩基配列データ→ 遺伝子発現行列
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 次世代シーケンサー（Illumina社の場合）

数百塩基程度
に断片化

光刺激前（T1）の目のトランスクリプトーム

二種類のアダプター
配列を両末端に付加

配列決定

・ペアエンド法
断片配列の両末端が数百塩基以内
の対の二種類の配列が得られる

・シングルエンド法

数百塩基程度

アダプター1 アダプター2

約50-125塩基

シングルエンド法
の場合
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塩基配列データ→ 遺伝子発現行列
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 次世代シーケンサー（Illumina社の場合）

シングルエンド
解析

光刺激前（T1）の目のトランスクリプトーム

－イメージ－
50-125塩基程度から
なる配列が沢山ある

－実際－
数百万個の配列が
あり、どの遺伝子
に対応するか不明

遺伝子1 遺伝子2 遺伝子3 遺伝子4

ゲノム配列にマッピング

生のリード数
をカウント

（短い）配列を読んだものという意味
で（ショート）リードなどと呼ばれる

正規化
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次世代シーケンサー応用例
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 新規Xの同定
 X =スプライスバリアント, 遺伝子, …

遺伝子1 遺伝子2 遺伝子3 遺伝子4

Sep 17 2010

T1

遺伝子1 遺伝子2 遺伝子3 遺伝子4

T2

遺伝子1 遺伝子2 遺伝子3 遺伝子4

X =エクソン X =遺伝子



次世代シーケンサー応用例（理論上は?! ）
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 ゲノム配列そのものを決定(de novo assembly)

ペアエンド解析

断片化されたゲノム配列

Sep 17 2010

アセンブル

A

コンティグ：連結された断片配列

ペアエンド解析のほうがシングルエンド解析
よりもコンティグ間の関係（scaffoldまたは
supercontigという）を同定しやすい。
例：「A-D-B-C」ではなく「A-B-C-D」という関係

コンティグ B C D

一般論：

アセンブルされたコンティグの正確さは、読ん
だ配列長が長いほど向上する

次世代シーケンサの特徴：

沢山読めるが配列長（矢印の長さに相当）が
短いので、コンティグ形成時の配列間のオー
バーラップが短い…



配列決定に基づくトランスクリプトーム解析
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 「ゲノム配列そのものを決定」

 「新規Xの同定」
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遺伝子1 遺伝子2 遺伝子3 遺伝子4

X =エクソン X =遺伝子

遺伝子1 遺伝子2 遺伝子3 遺伝子4

T1

遺伝子1 遺伝子2 遺伝子3 遺伝子4

T1

これらはよりよい遺伝子発現行列を得るための基礎情報充実に貢献

生リード数
カウント 正規化

生リード数
カウント 正規化



配列決定に基づくトランスクリプトーム解析
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 ゲノムへのマッピングまではほぼ確立
 マップされる側のリファレンスゲノム配列をゲット

 次世代シーケンサーから得られたマップする側の塩基配列をゲット

 上記二つのファイルを入力としてマッピングプログラムを実行

→SAM/BAM形式の出力ファイルを得る
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ゲノムにマップ
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 実データ（ヒトの場合）

Sep 17 2010

マップされる側のリファレンスゲノム配列

・1-22番染色体＋X＋Y

・約6200万行のファイル
・約3GBのサイズ

マップする側の塩基配列(FASTQ形式)

・約47万行
・1 配列(1 read)を4行で表現
・1配列35塩基長（この場合）

chr1

chr2
…

各readが染色体上のどこに一致するかという
座標情報を出力するのがマッピングプログラム



DDBJの利用を推奨
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 今後得られるデータ量（1サンプルあたり数百GB）を考慮すると、
DDBJ Read Annotation Pipelineを利用するのが手っ取り早いと思い
ます（or 利用する以外の選択肢がない状況になりつつあります）

Sep 17 2010



塩基配列データ→ 遺伝子発現行列
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 遺伝子領域の座標データがないと遺伝子発現行列は作れない

Sep 17 2010

T1

生リード数
カウント 正規化

マッピング結果

遺伝子1 遺伝子2 遺伝子3 遺伝子4

遺伝子領域の座標データ



塩基配列データ→ 遺伝子発現行列
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 遺伝子領域の座標データファイル（例：refFlat形式）

Sep 17 2010

A: 遺伝子シンボル
B: 遺伝子名
C: 染色体番号
D: 鎖の向き(+鎖 or –鎖)

E：転写開始位置
F：転写終結位置
G：コーディング領域の開始位置
H：コーディング領域の終結位置
I：エクソンの数
J：エクソンの開始位置
K：エクソンの終結位置

座標データファイルも無料で公開されている



塩基配列データ→ 遺伝子発現行列
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

Sep 17 2010

の結果ファイル

このサンプルを次世代シーケン
サーにかけると5087097 reads (重複
を含む塩基配列数)からなるデータ
が得られており、そのうち744 reads

がA1BGという遺伝子上にマップさ

れていて、この遺伝子の正規化後
の発現レベルは82.9 RPKMですよ。

対応



データの正規化

17

 RPM正規化（マイクロアレイなどと同じところ）

 Reads per million mapped readsの略

 サンプルごとに読まれた総リード（塩基配列）数が異なる。

→各遺伝子のマップされたリード数を「総read数が100万（one million

）だった場合」に補正

 RPKM正規化（次世代シーケンサ特有）

 Reads per kilobase of exon per million mapped readsの略

 遺伝子の配列長が長いほど配列決定(sequence)される確率が上昇

→各遺伝子の配列長を「1000塩基（one kilobase）だった場合」に補正

Sep 17 2010

3.146
5087097

1000000
744

read

1000000
read 

数総
数生x

「生read数：総read数 = x : 1,000,000 」
A1BGの場合は「744 : 5,087,097 = x : 1,000,000」

9.82
1764

1000

5087097

1000000
744

1000

read

1000000
read 

配列長数総
数生



遺伝子発現行列→ 様々な解析が可能
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 RPKM正規化後の遺伝子発現行列（ファイル名：data.txt）

Sep 17 2010

Bullard et al., BMC Bioinformatics, 2010のNGSデータ

…

14サンプル
（A: 7サンプル、B：7サンプル）

2
1
,7

1
7
遺
伝
子



参考
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解析例1（サンプル間クラスタリング）
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解析したいのは「… – 2010 –沖縄 –講演資料」
フォルダ中の「data.txt」ファイル



解析例1（サンプル間クラスタリング）

21

①Rを起動し、「ファイル」－「ディレクトリの変更」で解析したいファイル
(data.txt)を置いてあるディレクトリに移動。②念のため確認

Sep 17 2010

① ②



解析例1（サンプル間クラスタリング）
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③入力ファイル名の部分を変更したものを用意し、④R Console上でコピペ

Sep 17 2010

③

④



距離（類似度）の定義

遺伝子（or サンプル）xとyの発現パターンの距離D
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階層的クラスタリング

1. 遺伝子間距離を計算

...

89.0
2

)78.0(1
78.0

50.0
2

)01.0(1
01.0

01.0
2

98.01
98.0


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


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



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1,41,4

1,31,3

1,21,2

D      r 

D      r 

D      r 

距離相関係数

距離相関係数

距離相関係数

)20(1  Dr    D   距離　 )10(
2

1



 D

r
   D   距離　

例：4遺伝子の場合
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階層的クラスタリング

2. 距離行列を作成

...

89.0
2

)78.0(1

50.0
2

)01.0(1

01.0
2

98.01
















1,4

1,3

1,2

D

D

D

距離

距離

距離

1

2

3 4

距離行列 イメージ
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階層的クラスタリング

3. 樹形図を作成

距離行列
1 2 3 4

距離 D
1.0

0.5

0.0

32.03,4D

二つのクラスター
間の距離?!
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階層的クラスタリング
3. 樹形図を作成

1 2 3 4

D
1.0

0.5

0.0

1

2

3 4

平均連結法の場合

68.0

4/)84.047.089.050.0(

4/)( 42324131





 ,,,, DDDD

単連結法の場合

47.0

),,,min( 42324131



,,,, DDDD

完全連結法の場合

89.0

),,,max( 42324131



,,,, DDDD



解析例2（Sequence logo）
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Schneider and Stephens., Nucleic Acids Res., 18, 6097-6100, 1990

 position iの情報量 )()(log 2 ii HNIC x
N：塩基の種類数= 4

Hの取りうる範囲： 0≦ H ≦log2N

2

IC

Sequence logoは

エントロピーを計算
してるだけです

p5,3 = 50%

p5,1 = 50%

p1,4 = 90%



解析例2（Sequence logo）
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解析例2（Sequence logo）
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data_seqlogo.txt



参考
統合TV
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ネット接続環境さえ整っていれば
どこでも情報収集できる時代です



まとめ
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sequence logo 組織特異的遺伝子

サンプル間 ピークマッチング

クラスタリング

エントロピー

－基本編－ －応用編－

－基本編－ －応用編－

第一部第二部
次世代シーケンサデータもRのコピペで解析可能

→ 頭脳労働

10:00-19:00（完全週休二日）の研究生活です

バイオインフォ要素技術の習得は大事だが、そ
れだけでも様々な種類の実験データに対応可能
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